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摘 要 探讨 ACTL6A 在 人 类 白血病 NB4 细胞 分 化 中 的 作用 及 其 相关 机 制 。 我 们 用 ATRA 
人 为 诱导 NB4 细胞 分 化 ，Western blotting 检测 ACTL6A 和 CD11b 的 表达 水 平 变 化 ， P 
低 ACTL6A, 通过 瑞 氏 染色 观察 NB4 细胞 的 形态 学 改变 ，Western blotting 检测 ACTL6A 
和 CD11b 的 表达 水 平 变 化 及 其 相关 蛋白 的 表达 水 平 ， 敲 低 同 时 用 ATRA 处 理 NB4 细胞 ， 
用 流 式 细胞 术 检 测 分 化 标志 物 CDl1b 的 阳性 率 ; 免疫 荧光 检测 ACTL6A 在 NB4 细胞 中 的 
空间 定位 ; 结果 显示 NB4 AAR ACTL6A Ja, CD11b 的 蛋白 水 平 表达 升 高 ; 瑞 氏 染色 观察 
到 分 化 改变 ; 免疫 荧光 检测 到 ACTL6A 主要 分 布 于 细胞 核 ; Western blotting 检测 到 
Notchl, Hesl, Sox2 蛋白 表达 水 平 明显 下 调 。 本 研究 表明 ， 敲 低 ACTL6A 可 以 促进 和 人 类 白 
血 病 NB4 细胞 分 化 其 机 制 涉及 Notchl 信号 通路 的 抑制 。 
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Abstract To explore the role of ACTL6A in NB4 cell differentiation and its 
related mechanisms. When we used ATRA to induce differentiation of NB4, the 
expression levels of ACTL6A and CDllb were detected by Western blotting. 
Morphological changes of NB4 cells were observed by Wright staining. The positive 
rate of CDllb was detected by flow cytometry. Immunofluorescence was used to 
detect location of ACTL6A in NB4 cells; The results showed that the protein 
expression of CDllb increased after ACTL6A was knocked down. Differentiation 
changes were observed by Wright staining. Immunofluorescence detection showed 
that ACTL6A was mainly distributed in the nucleus. The expression levels of 
Notchl, Hesl and Sox2 proteins were significantly down-regulated, analysed by 
Western blotting. Therefore, the knockdown of ACTL6A can promote the 
differentiation of NB4 cells; The mechanism is involved in the inhibition of 
Notchl signaling pathway. 

Keywords ACTL6A, NB4 cells, differentiation, Notchl signal pathway 


急性 早 幼 粒 细胞 白血病 〈APL) 是 骨髓 中 的 一 种 恶性 肿瘤 ， 在 国际 公认 的 Fab 分 型 
中 称 为 M3" 。APL 的 特征 是 t (15;17) 突变 , 这 是 由 染色 体 15 和 17 Zi AERA”. 
药物 剂量 全 反 式 视 黄 酸 (ATRA) 的 通过 诱导 早 幼 粒 细胞 的 成 熟 和 PML/RAR a 融合 蛋白 的 
降解 ， 使 APL 患者 的 临床 缓解 ”。 尽 管 如 此 ，ATRA 并 没有 消除 APL HAIR PERE A ERE, 
而 且 大 多 数 复发 的 APL 患者 都 对 这 种 药物 的 进一步 治疗 有 了 耐 药性 "“。 因 此 ， 对 APL 的 
发 病 机 理 进行 研究 是 非常 重要 的 。 

粒 细胞 的 分 化 是 造血 功能 的 重要 组 成 部 分 。 它 是 由 一 个 由 各 种 各 样 的 调控 因子 组 成 
的 复杂 网 络 控制 的 ， 包 括 细胞 因子 ”、 转 录 因 子 ” 和 非 编 码 RNA”。 任 何 这 些 重 要 因素 的 
变化 都 可 能 导致 对 分 化 的 解除 管制 ， 并 导致 严重 后 果 ， 包 括 造血 系统 恶性 肿瘤 。 

Coe de er a 
BAF53a/Arp4/INO080K。 它 是 一 种 依赖 于 ATP/SNF 的 BAF 染色 质 重 塑 复 合 物 的 成 员 ， 它 编 
37 A SWRA”. 有 文章 报道 显示 ，ACTL6A 参与 了 不 同 的 细胞 过 
程 ， 包 括 染色 质 重 塑 、 转 录 调 节 、 宫 泡 运输 和 核 移植 ” ”。 最 近 的 研究 表明 ，ACTL6A 
在 多 种 肿瘤 和 组 织 中 和 分 化 相关 , 比如 神经 祖 细胞 分 化 一 , 表皮 和 鳞 状 细胞 癌 的 分 化 。 
然而 ，ACTL6A 在 APL 中 所 扮演 的 角色 还 没有 被 报道 。 本 研究 主要 探讨 ACTL6A 在 APL 分 
化 过 程 中 的 作用 及 其 相关 机 制 。 


1 材料 与 方法 

1.1 材料 

miR-302a 的 mimic， 敲 低 ACTL6A 慢 病毒 和 阴性 对 照 来 自 上 海 吉 玛 ;， NB4 细胞 株 来 自 本 
实验 室 ，RPMI 1640 (Gibco 公司 ); 胎 牛 血清 (Gimini 公司 ); 流 式 检测 CD11b 的 试剂 
a 公司 ); ACTL6A、CD11b、Notchl 抗体 (Abcam 公司 ); Hesl 抗体 (CST 公司 ) ; 
B -Actin 抗体 (武汉 博士 德 生物 ) ;二 抗 (北京 中 杉 金 桥 公司 ) 。 


1.2 NB4 细胞 复苏 及 培养 
将 液 氮 保存 的 NB4 细胞 复苏 。 用 含 10% 胎 牛 血清 和 1% 双 抗 的 1640 培养 基 培 养 , 37C, 
5% C02 进行 无 菌 培 养 。 取 处 在 对 数 增殖 期 的 NB4 细胞 为 本 研究 的 实验 对 象 。 


1.3 瑞 氏 染色 
收集 NB4 细胞 悬 液 ， 预 冷 的 PBS 洗 3 遍 ， 用 适量 的 PBS 重大 细胞 。 吸 取 Sul 细胞 县 
液 均匀 涂抹 于 载 玻 片约 1 cm BK), FAAP a, SRE, HP a FA 
察 细 胞 形态 。 


1.4 流 式 细 胞 术 检 测 CD11b 阳性 率 

将 敲 低 ACTL6A 的 NB4 和 空 载 NB4 用 ATRA 处 理 72 小 时 后 ， 收 集 细胞 ， 预 冷 的 PBS 洗 3 
遍 , 用 100 u L 的 PBS 重 悬 ;加 入 54L 的 CDllb 流 式 抗体 , 冰 上 避 光 30min; 洗 净 后 的 NB4 
细胞 ，PBS 重 悬 ， 上 机 检测 。 


1.5 间接 免疫 荧光 技术 检测 细胞 中 ACTL6A 分 布 情况 

取 适 量 ATRA 处 理 72h 和 正常 NB4 细胞 悬 液 均匀 涂 于 小 盖 玻 片上 ， 自 然 晾 干 ,用 4 的 甲 
醛 室 温 固 定 22 min; 再 用 PBS 清洗 3 X, 0. 1% Triton 透 膜 18 min; 用 10% 山 羊 血 清 室 
温 封 闭 30 min ;孵育 兔 抗 人 ACTL6A (1: 200) 单 克隆 抗体 4C 过 夜 ; 滴 入 TRITC 标记 
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的 山羊 抗 兔 IgG (1: 200), 37° COCA 1 h; DAPI 避 光 染色 5 min 后 ，70% 的 甘油 
封 片 ， 荧 光 显 微 镜 下 观察 ACTL6A 在 细胞 内 的 表达 情况 。 


1.6 Western blotting 实验 
收集 处 理 后 的 细胞 洗 净 并 裂解 ， 提 取 总 蛋白 。 电 泳 分 离 转 膜 后 ， 加 入 一 抗 4C 16 18 h。 
FA TBST 和 TBS 洗 膜 ， 室 温 孵 育 二 抗 1. 5h。ECL 化 学 发 光 成 像 分 析 。 


1.7 统计 学 分 析 
用 x 土 s 表示 本 实验 所 得 的 数据 ， 统计 学 分 析 用 SPSS 17.0 软件 ， 所 有 实验 重复 3 次 
UE, p<0.05 表示 有 统计 学 意义 (差异 显著 ) 。 


2 结果 与 分 析 

2.1 ACTL6A 在 ATRA 诱导 NB4 细胞 分 化 过 程 中 表达 下 调 

用 ATRA (1 umnol/L) 处 理 NB4 细胞 72h, it Western blotting 检测 ACTL6A 和 CD11b 

的 表达 水 平 变化 。 结 果 显 示 , ATRA 诱导 NB4 细胞 的 分 化 过 程 中 , ACTL6A 表达 下 调 ( 图 1)。 
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图 1 ACTL6A 在 ATRA 诱导 NB4 细胞 分 化 过 程 中 表达 下 调 
YE: ATRA (1 nmol/L) 处 理 NB4 细 胞 72h, Western blotting 检测 ACTL6A 和 CD11b 的 蛋白 表达 水 平 
Figure 1 The expression levels of ACTLEA during ATRA-induced granulocytic differentiation 
of NB4 
Note: Western blotting analysis the protein expression levels of ACTLGA and CD11b in NB4 
and HL-EO cells treated with ATRA (1 mol/L) for 72 hours. 


Z R 
PE 


2.2 敲 低 ACTL6A 促进 NB4 细胞 分 化 。 
我 们 用 慢 病 毒 作为 载体 ， 构 建 ACTL6A 敲 低 的 NB4 细胞 株 ， 通 过 瑞 氏 染色 观察 NBA 
细胞 的 形态 学 改变 。 结 果 显 示 ， 敲 低 ACTL6A 后 ，NB4 呈现 分 化 的 形态 学 改变 (图 2)。 
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图 2 RIK ACTL6A 促进 NB4 细胞 分 化 

TE: 慢 病 毒 作为 载体 ， 构 建 ACTL6A URAY NB4 细胞 株 。A:qRT-PCR 检测 ACTL6A 的 mRNA 水 平 的 表达 ; B: 瑞 
氏 染 色 观 察 NB4 细胞 的 形态 学 改变 

Figure 2 The knockdown of ACTLEA promotes granulocytic differentiation of NB4 
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Note: A: The mRNA expression level of ACTLGA were detected by qRT-PCR; B: morphological 
observation of shACTLGA cells analysis by Wright staining experience. 


2.3 敲 低 ACTL6A 增强 ATRA 诱导 的 NB4 细胞 的 分 化 

在 成 功 构 建 敲 低 ACTL6A 的 NB4 细胞 株 后 ， 用 空 载 NB4 作为 对 照 ， ATRA (1 umol/L) 
处 理 72n， 通 过 流 式 细胞 术 检 测 分 化 标志 物 CD11b 的 改变 。 结 果 显 示 ，CD11b 相 较 对 照 
组 表达 升 高 ， 说 明 敲 低 ACTL6A 可 以 促进 ACTL6A 诱导 的 NB4 细胞 的 分 化 (图 3)。 
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1 Č 10 1 10 = 
PE-A 


shACTL6A+ATRA 
图 3 AE ACTL6A 增强 ATRA 诱导 的 NB4 细胞 的 分 化 


TE: 构建 敲 低 ACTL6A 的 NB4 细胞 株 后 ， 用 空 载 NB4 作为 对 照 ， ATRA (1 nmol/L) 处 理 72h， 通 过 流 式 双 
胞 术 检 测 分 化 标志 物 CDllb 的 改变 

Figure 3 The knock down of ACTLEA promote differentiation of NB4 induced by ATRA 
Note: Flow cytometry was used to detect the level of CD11b positive rate in NB4 cells 


2.4 ACTL6A 在 细胞 内 的 定位 

ATRA (1 mol/L) 处理 NB4 细胞 72h 后 ， 免 疫 欧 光 检测 ACTL6A 的 空间 定位 。 结 果 显 示 ， 
在 NB4 细胞 中 ，ACTL6A 主要 分 布 于 细胞 核 ， 少 量 分 布 于 细胞 质 。ATRA 处 理 并 不 会 改变 
ACTL6A 的 空间 定位 ， 但 是 会 下 调 ACTL6A 的 荧光 表达 (图 4)。 
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DAPI ACTL6A Merge 


ATRA 


图 4 ACTL6A 在 细胞 内 的 定位 
YE: ATRA (1 mmol/L) 处 理 NB4 细胞 72h 后 ， 免 疫 荧光 检测 ACTL6A 的 空间 定位 


Figure 4 Immunofluorescence analysis (x400) of endogenous ACTLEA (red) localizations in 
NB4 cells after treated with ATRA for 72 hours. 


2.5 miR-302a 可 以 下 调 ACTL6A 的 表达 

使 用 mimic 过 表达 miR-302a， 通 过 Western blotting 检测 ACTL6A 和 CD1 1b 的 表达 
水 平 变化 。 结 果 显 示 ， 过 表达 miR-302a 后 ，ACTL6A 表达 下 降 ， 但 是 CD11b 没有 明显 变 
化 (图 5)。 
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图 5 miR-302a 可 以 下 调 ACTL6A 的 表达 
YE: 使 用 mimic 过 表达 miR-302a, Western blotting 检测 ACTL6A #0 CD11b 的 表达 水 平 变化 


Figure 5 Western blotting was used to detect the level of ACTLGA and CD11b 


2.6 敲 低 ACTL6A 抑制 Notchl 信号 通路 ， 促 进 NB4 细胞 分 化 

构建 敲 低 ACTL6A 的 NB4 细胞 株 后 ， 通 过 Western blotting 检测 
ACTL6A, CD11b, Notchl, Hesl 的 表达 水 平 变 化 。 结果 显示 , ACTL6A 被 成 功 敲 低 后 , Notchl 
信号 通路 活性 下 降 ，CD11b 表达 升 高 (图 6)。 
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6 REIR ACTL6A 抑制 Notch] 信号 通路 ， 促 进 NB4 细胞 分 化 
YE: FOE ACTL6A，Western blotting 检测 ACTL6A, CD11b, Notchl, Hesl 的 表达 水 平 变化 
Figure 6 Western blotting was used to detect the level of ACTL6A, CD11b, Notch1 and Hest 


© 
rS 


Relative protein expression 
© 
N 


© 
© 


3 讨论 

APL 作为 骨髓 中 的 一 种 恶性 肿瘤 ， 具 有 发 病 急 ， 病 情 凶 险 ， 早 期 死亡 率 高 等 临床 特 
征 。 虽 然 药物 剂量 ATRA 可 以 使 APL 患者 病情 缓解 。 但 是 ，ATRA 所 起 到 的 副作用 仍然 没 
有 得 到 很 好 的 解决 。 因 此 ,对 APL 的 发 病 机 理 进行 研究 或 许可 以 为 此 提供 更 好 的 解决 思 
路 和 方法 。 

ACTL6A 是 一 种 多 功能 蛋白 质 , 可 通过 染色 质 重 塑 起 到 转录 激活 和 抑制 特定 基因 的 作 
FAS. ACTLOA 与 某 些 疾病 的 联系 是 由 其 在 不 同 疾病 中 异常 的 调节 所 表现 出 来 的 , 这 些 疾 
病 是 由 许多 与 细胞 分 化 有 关 的 基因 调控 的 。 然 而 , ACTL6A 在 APL 发 生发 展 中 所 扮演 的 角 
色 还 没有 被 报道 。 

我 们 的 研究 发 现 ， 敲 低 ACTL6A 之 后 ， 髓 系 分 化 标志 物 CD11b 表达 升 高 ， 并 且 通 过 
瑞 氏 染色 可 以 观察 到 分 化 的 形态 学 改变 。 在 ATRA 处 理 后 , FER ACTL6A 的 NB4 细胞 相 较 
对 照 组 分 化 更 明显 。 同 时 ， 我 们 还 通过 Western blotting 检测 到 Notchl 信号 通路 的 下 
调 。 接 下 来 ， 我 们 还 分 析 了 ACTL6A 在 NB4 细胞 中 的 分 布 情况 ， 发 现 ACTL6A 主要 分 布 与 
细胞 核 ， 并 少量 分 布 于 细胞 质 ，ATRA 的 处 理 并 不 会 改变 ACTL6A 的 空间 分 布 特点 ， 提 示 
我 们 ATRA 的 分 化 可 能 和 ACTL6A 的 空间 分 布 并 无 直接 关系 。 值 得 注意 的 是 ，miR-302a 
的 mimic 虽然 并 没有 引起 CD1lb 的 升 高 , 但 是 其 在 APL 细胞 增殖 中 的 作用 仍 值得 进一步 
研究 。 以 上 结果 证 实 ， 敲 低 ACTL6A 可 以 促进 APL 的 分 化 ， 并 且 可 能 是 通过 Notchl 信号 
通路 实现 的 。 
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